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SIMGE VE KISALTMALAR

LC3B : Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir

MTOR  : Rapamisin memeli hedefi

MTT : 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir
3-MA  : 3-metil adenin



GIRIS VE AMAC

Akrilamid, kimya endiistrisinde, tarimda ve laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilmakta olan suda ¢oziiniir beyaz kristal bir kimyasaldir. Ayn1 zamanda karbonhidrat
acisindan zengin gidalarin yiiksek sicakliklarda (120 °C'den yliksek) pisirilmesi sirasinda
Maillard reaksiyonu yoluyla olusmaktadir (1). Akrilamidin ndrotoksik, genotoksik ve
kanserojenik etkileri oldugu bilinmektedir. Ayrica akrilamide maruz kalmanin karaciger
tizerinde toksik etkileri olabilecegi de bildirilmistir (2).

Akrilamid viicutta primer olarak karacigerde metabolize edilmektedir (3). HepG2
hiicre hatt1 hepatositlerin temel o6zelliklerini gostermektedir. Bu nedenle toksisite
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (4). HepG2 hiicreleri ile yapilan calismalarda
akrilamidin oksidatif stresi indiikleyerek reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini arttirdigi, ayrica
akrilamid ve metaboliti olan glisidamitin DNA hasarina sebep olarak apoptozu arttirdigi
bildirilmistir (5).

Otofaji, sitoplazmik materyalleri igeren otofagozomlar olarak adlandirilan g¢ift
membranlt vezikiillerin olusmasi ile karakterizedir. Otofagozomlarin lizozomlarla fiizyonu,
tek membranli otolizozomlarin olusumuyla sonuglanir. Dahil edilen materyal lizozomal
hidrolazlarla amino asitlere, sekerlere, yag asitlerine ve niikleotitlere pargalanir (6).
Mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3B (LC3B) otofagozom olusumunda yer alan
bir proteindir. Otofajinin indiiklenmesiyle LC3B-I ve LC3B-II formlari olusur. LC3B-II
otofagozomlarin hem i¢ hem dis yiizeyinde bulunur. Bu sebeple LC3B otofaji belirteci olarak
siklikla kullanilmaktadir (7). Otofaji, enerji dengesinde rol oynadigi gibi yanhs katlanmig
proteinleri, hasar gormiis organelleri ve lipid damlaciklarini uzaklastirarak reaktif oksijen

tiirlerinin azalmasini saglayarak karaciger homeostazina katkida bulunmaktadir (1,8).



Hiicre biiylimesini ve hayatta kalmasini diizenleyen rapamisinin memeli hedefi
(mTOR), otofajinin diizenlenmesinin merkezi modiilatoriidiir. mTOR, besin agisindan zengin
kosullar altinda aktif olarak otofajiyi ve protein bozulmasin1 engeller. Buna karsilik, besin
acisindan zayif kosullar altinda inaktiftir (9). Streptomyces hygroscopius'tan tiiretilen lipofilik
bir antibiyotik olan rapamisin, mTOR'un inhibisyonu yoluyla etki gosteren bir spesifik otofaji
indiikleyicisidir (10).

Otofaji tizerine yapilan arastirmalar, sinif 111 fosfoinositid-3 kinaz -Beclin-1 yolunun,
otofajiyi diizenleyen birincil sinyal yollarindan biri oldugunu netlestirmistir (11). 3-Metil
adenin (3-MA) smuf III fosfoinositid-3 kinaz tizerindeki inhibitor etkisinden dolayr yaygin
olarak kullanilan bir otofaji inhibitoriidiir (12).

Apoptoz, hiicrelerin karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleriyle
baglantili programlanmis bir tiir hiicre 6limidiir (13). Apoptoz, hiicrelerin gelisim ve
yaslanma siireg¢lerinde dokularin hiicre populasyonunu korumak i¢in hemostatik bir
mekanizma olarak gorev yapar. Ayrica bagisiklik reaksiyonlari, zararli ajanlar gibi sebeplerle
hiicrelerin hasar gordiigli patolojik durumlarda apoptoz savunma mekanizmasi olarak da
ortaya ¢ikar (14). Aktif kaspaz-3 bir sistein proteazdir ve prokaspaz-3'iin aktif kaspaz-3'e
doniisiimii, apoptozun 6nemli bir gostergesidir (15).

Bu caligmada, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 3-MA ve rapamisinin hiicre

canliligina, LC3B-II ve aktif kaspaz-3 diizeylerine etkisini arastirmay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

AKRILAMID

Akrilamid (CH2=CH-CO-NH2), 71,08 g molekiiler agirliga sahip, karbon (%50.69),
hidrojen (%7.09), azot (%19.71) ve oksijenden (%22.51) olusan organik bir bilesiktir. Polar
olan bu bilesik suda, metanolde ve etanolde iyi ¢6ziiniir. 1950'den beri endiistriyel amaglarla
sentezlenmekte olan akrilamid, ¢esitli endiistrilerde ve tarimda kullanilmaktadir (16). Bununla
birlikte akrilamid, giiniimiizde yalnizca endiistriyel olarak kullanilmakta olan sentetik bir
malzeme olarak degil, ayn1 zamanda gidalarda 1sisal islem sirasinda olusan kanserojen,
sitotoksik ve genotoksik bir bilesik olarak da bilinmektedir (17). Akrilamid Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan olasi bir kanserojen olarak da siniflandirilmaktadir
(18).

Akrilamidin karbonhidrat bakimindan zengin gidalarin yiiksek sicaklikta islenmesi
sirasinda serbest asparagin ve indirgeyici sekerler arasinda gerceklesen Maillard reaksiyonu
araciligr ile olustugu gosterilmistir (19). Maillard reaksiyonu, ilk olarak 1912 yilinda Louis
Camille Maillard tarafindan, gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda meydana gelen,
indirgen seker molekiillerinin karbonil grubu ile amino asitlerin amino grubu arasindaki
enzimatik olmayan kimyasal bir reaksiyon olarak tanimlanmistir (20). Maillard reaksiyonu {i¢
ana asamada gerceklesir. Ilk adim, akrolein olusturmak icin serbest amino gruplarmin
indirgeyici sekerlerle yogunlastirilmasini igerir. Bu asamada, glikozun bir karbonil grubu
veya indirgenmis sekerler, bir Schiff bazi olusturmak iizere bir amino asidin bir amino grubu
ile reaksiyona girer ve Amadori bilesigi olusur. ikinci adim, yiiksek sicaklik ve basing altinda
amino asitlerin aldehitlere ve amonyaga bozunmasiyla sonuglanan Strecker bozunmasini

icerir. Bu fazda Amadori bilesiginden c¢esitli tlirlerde karbonil bilesikleri, o6zellikle 1-
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deoksiglukozon, 3-deoksiglukozon ve metilglioksal gibi dikarbonil bilesikleri olusur. Bu
dikarbonil bilesikleri, bir baslangi¢ materyalinden veya bir indirgeyici sekerden daha
reaktiftir. Bu reaksiyonun son asamasi, kahverengi renkli azotlu bilesikler ve akrilik asidin
kombinasyonu ile akrilamid olusumuyla sonuglanir. Reaktif dikarboniller, renk veya aroma
olusturmak igin birbirleriyle ve amino asitlerin ve proteinlerin amino gruplariyla reaksiyona
girer. Maillard reaksiyon iiriinleri genellikle istah1 uyarir (21,22).

Akrilamid, hayvan ve insan viicudunda agiz, akcigerler veya deri temasi yoluyla
alabilir. Tiim organlarda hizla dagilabilir ve basta karaciger, beyin, timus, bébrek ve kalp
olmak tiizere viicudun ¢esitli yerlerinde ve dokularinda bulunabilir (3). Akrilamidin yaklasik
%090 kadar1 metabolize edilirken az bir miktar1 da idrarla atilmaktadir (23). Karacigerde basta
sitokrom P450 olmak iizere detoksifikasyon enzimleri tarafindan oksitlenerek metabolize
edilir. Biyotransformasyon sonucu akrilamidden daha toksik bir genotoksik ajan olan, reaktif
epoksit formu glisidamid (2,3-epoksipropan amid) olusur (3,24). Akrilamid ve glisidamid,
glutatyon-S-transferaz enzimleri aktivitesiyle glutatyonla konjuge olur ve merkaptiirik asit
tiirevlerine doniiserek ¢ogu idrar yoluyla 24 saatte atilir (25).

Yapilan caligmalarda akrilamidin genotoksisite, ndrotoksisite, karsinojenite ve iireme
sistemi toksisitesi gibi zararli etkilerinin oldugu gosterilmistir (26). Akrilamidin zararl
etkilerine, genotoksik metabolitlerin olusumu, oksidatif stres, noral sinyallerin etkilenmis
yayilimi ve merkezi sinir sisteminde histolojik bozukluklar aracilik eder (24). Akrilamid,
hayvanlarda DNA eklentileri, gen mutasyonlar1 ve kromozom anormallikleri sebep

olmaktadir (27).

HEPG2 HUCRE HATTI

HepG2, farmako-toksikolojik aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan insan hepatoma
hiicre dizisidir. Bu hiicre dizisi, farklilagmis hepatoselliiler karsinomu olan on bes yasindaki
bir erkegin karaciger biyopsilerinden elde edilmistir (28). HepG2 hiicreleri hepatositlerin
temel Ozelliklerini sergiler (4). HepG2 hiicreleri, kanser calismalarinin yani sira, toksisite,
lipid ve lipoprotein metabolizmasi, safra tuzu metabolizmasi, ilag metabolizmasi, safra
atilimi, insiilin direnci ve enfeksiyon caligmalari i¢in bir in-vitro karaciger modeli olarak
siklikla kullanilmaktadir (29).

Karaciger akrilamid ile ilk karsilasan organlardan olmasi nedeniyle akrilamid
toksisitesinde onemlidir (25). Literatiirde yiiksek dozlarda akrilamidin HepG2 hiicrelerinde
sitotoksisite olusturdugu bildirilmektedir (30).



OTOFAJI

Otofaji, lizozoma taginmak iizere hiicresel proteinleri ve organelleri icine alan,
otofagozom adi verilen ¢ift zarli vezikiillerin olusumunu igeren, evrimsel olarak yiiksek
oranda korunmus katabolik bir siirectir (31). Bu siirecte otofajik substratlar, otofagozom
olarak adlandirilan ¢ift zarli keseciklerin i¢ine alinir. Sonrasinda otofagazomlar lizozomlarla
birleserek substratlarin geri doniistiiriildiigli otolizozomlar1 olusturur (32). Otofaji yoluyla
hiicreler, hayati siiregler i¢in gereken enerji ve yapi taslarini koordine ederler (33).

Otofaji, aglik adaptasyonu, hiicre i¢i proteinlerin ve organellerin kalite kontrolii,
geligsme, timor baskilanmasi, nérodejenerasyonun dnlenmesi ve bagisiklik dahil olmak iizere
birgok fizyolojik ve hastalik siirecinde 6nemli roller oynar (34).

Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak iizere ii¢ ana otofaji tiirii
tanimlanmistir  (33). Makrootofaji, substratlarin otofagozom adi verilen sitozolik ¢ift
membranli kesecikler i¢ine alindigi bir otofaji tiriidiir. Makrootofaji substratlari genellikle
islevini kaybetmis organeller, sitozolik proteinler veya istilact mikroplardan olusmaktadir.
Substratlarin bozunmasindan sonra, kosullarin olumsuz oldugu durumlarda hiicre canliligini
siirdiirmek i¢in enerji iiretmek ve c¢esitli stres kosullarinda hiicreyi korumak ig¢in yikim
tirtinleri sitozole geri salinir (35). Mikrootofaji, sitoplazmik bilesenlerin lizozomal membranin
invajinasyonu yoluyla dogrudan lizozoma alinarak parcalanmasi stirecidir (36). Saperon
aracili otofaji ise, KFERQ (K=lizin; F=fenilalanin; E=glutamik asit; R=arginin ve
Q=glutamin) benzeri bir pentapeptid dizisine sahip hiicresel proteinlerin molekiiler bir
saperon olan 1s1 sok proteini 70 tarafindan taninarak lizozomlar tarafindan secici olarak
parcalanmasidir (37).

Besin veya biiylime faktorii yoklugu, hipoksi, reaktif oksijen tiirleri, DNA hasari,
protein kiimeleri, hasarli organeller veya hiicre i¢i patojenler gibi hiicresel stresler otofajiyi
uyarabilir (38). Fizyolojik kosullar altinda, temel otofaji seviyeleri, esasen hiicre i¢i kalite
kontrol sistemi olarak calisan 6nemli bir homeostatik fonksiyona aracilik eder (39).

Otofajinin esas olarak otofagozomlarin olusumunu baslatan otofaji ile iliskili gen ailesi
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. (40). Otofajinin ana adimlarma katkida bulunan
anahtar bir protein olan LC3B, otofagozom gelisimi ve olgunlasmast ile iliskilidir (41). LC3B
oncl bir form olarak sentezlenir ve sirastyla, sitoplazmik LC3B-I ve otofaji indiiksiyonuyla
fosfatidiletanolamin ile konjugasyon sonucu LC3B-II olusur. LC3B-II, otofagozom zarina
baglanir ve otolizozomlardaki bozunmaya kadar ona bagl kalir. Bu sebeple LC3B-II, otofaji
belirteci olarak kullanilmaktadir (42).



3-Metil Adenin

Smuf III fosfoinositid-3 kinaz inhibitorii olan 3-MA, otofajiyi segici olarak bloke
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmakta olan bir birlesiktir (43). Fosfatidil inositol 3-fosfat
iiretilmesi olgun bir kesecik olusturmak iizere kapanan otofagozomlarin ¢ekirdeklenmesi ve

uzamasi i¢in ¢ok 6nemli bir adim olup; 3-MA otofagozom olusumunu bloke ederek otofajiyi

inhibe etmektedir (44).

Rapamisin

Rapamisin, ilk olarak 1970'lerde Paskalya Adasi'ndan toprakta kesfedilmistir. Bir
serin/treonin protein kinaz olan mTOR, otofaji ile ilgili proteinleri ve lizozom biyosentezini
diizenleyerek otofajiyi inhibe etmekte ve mTOR inhibitorii olmasi nedeniyle rapamisin otofaji

indiikleyicisi olarak kullanilmaktadir (45,46).

APOPTOZ

Apoptoz, yliksek seviyede diizenlenmis bir hiicre oliimii siirecidir. Apoptoz belirli
hiicreleri feda ederek organizmaya daha biiyiik yararlar saglamak icin verilen rasyonel ve
aktif bir karardir. Saglikli ¢ok hiicreli organizmalarda rutin olarak gergeklesmekte olan
fizyolojik bir siirectir (47). Apoptoz hem fizyolojik hem patolojik ¢esitli uyaranlar tarafindan
baslatilabilir. Gelisim ve yaslanma siireclerinde dokulardaki hiicre popiilasyonunun
korunmasini saglar. Ayrica bagisiklik reaksiyonlari, zararli ajanlar gibi sebeplerle hiicrelerin
hasar gordiigii patolojik durumlarda apoptoz savunma mekanizmasi gorevi goriir ( 14).

Apoptozun ilk goriiniir degisiklikleri, hiicrenin biiziilmesi ve piknoz adi verilen
cekirdek ve kromatinin yogunlagmasidir. Bunu, karyoreksis adi verilen c¢ekirdek ve
kromatinin pargalanmasi, hiicre zar1 kabarmasi ve son olarak hiicrenin apoptotik cisimler ad1
verilen bir dizi zara bagli yapiya tomurcuklanmasi izler. Apoptotik cisimlerin kiiciik boyutu,
malzemelerin geri doniisiim i¢in fagolizozomlarda daha da parcalandig1 fagositoz yoluyla
yakindaki makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan yutulmalarini kolaylastirir ( 48).

Apoptozda kaspazlar olarak adlandirilan sistein-aspartik proteazinlarin aktivasyonu rol
oynar (49). Kaspazlar, apoptoz mekanizmasinda hem baslatici hem de uygulayici olarak yer
alirlar. Kaspazlar iki farkli yol ile aktive edilebilir. Digsal o6liim reseptorii yolu, 6lim
ligandlarinin bir 6liim reseptdriine baglanmasiyla baslar. Onarilamaz genetik hasar, hipoksi
gibi i¢ uyaranlar, i¢sel mitokondriyal yolu baslatir (50).

Her iki apoptotik yol da, sirasiyla dissal yol ve i¢ yol icin kaspaz ailesi liyelerinin,

kaspaz-8 ve kaspaz-9'un aktivasyonunu gerektirir. Nihayetinde, prokaspaz-3 yarilarak aktif
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kaspaz-3'e doniisiir, bu da hiicresel substratlarin yarilmasi ve nihai apoptoz ile sonuglanir (51).
Aktif kaspaz-3, 200'den fazla proteini pargalayan ve nihayetinde apoptotik hiicre 6liimiine yol
acan bir sistein proteazdir. Prokaspaz-3'iin aktif kaspaz-3'e doniistiiriilmesi, apoptozun énemli
bir diigiimiidiir ve genellikle bir hiicre igin "geri doniisii olmayan bir nokta" olarak kabul
edilir (15). Prokaspaz-3’iin aktif kaspaz-3’e doniisiimii hiicre 6liimii i¢in spesifik bir isaret
olarak kabul edildigi i¢in apoptozun tespitinde de giivenilir bir belirte¢ olarak

kullanilmaktadir (52).



GEREC VE YONTEMLER

Bu caligsma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (TUTF-BAEK 2020/363, onay tarihi:14.09.2020) (Ek-1).
Deneysel calismalar, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvarlari’nda yapildi ve ayrica western blot membranlarinin goriintiilenmesi i¢in
Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden

hizmet satin alindi.

DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
Akrilamid (Merck)

Amonyum persiilfat (Sigma Aldrich)

Antibiyotik-Antimikotik (Thermo)

Apoptoz antikor kokteyli (Abcam)

Bakar (II) siilfat pentahidrat (Sigma)

Bromofenol mavisi (Sigma Aldrich)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma)

Eagle'in minimum esansiyel medyumu-fenol red igeren (Wisent)
Eagle'in minimum esansiyel medyumu-fenol red igermeyen (Wisent)
Etilendiamin tetra asetik asit (Sigma)

Fetal Sigir Serumu (Thermo)

Folin reaktifi (Merck)

Gliserol (Sigma) Glisin (Sigma)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Hidrojen peroksit (Merck)



Isopropanol (Honeywell)

Kemilliiminesans substrat (Thermo)

LC3B antikoru (Cell Signaling)

Metanol (Merck)

N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck)
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED ) (Sigma Aldrich)
Poliviniliden diflorid membran (Roche)
Pre-stained protein ladder (Thermo)
Rapamisin (Santa Cruz)

Sekonder antikorlar (Abcam)

S1g1r serum albumini (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum karbonat (Merck)

Sodyum kloriir (Sigma)

Sodyum potasyum tartarat (Merck)

Trizma baz (Sigma)

Tuzlu fosfat tamponu (PBS) tablet (Thermo)
Tiibiilin antikoru (Santa Cruz)

Tween-20 (Santa Cruz)

Yagsiz siit tozu (Sigma)

2-Merkaptoetanol (Sigma)
3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma)
3-Metil adenin (Santa Cruz)

% 0.25 Tripsin-EDTA (Thermo)

ANALIiZLERDE KULLANILAN CiHAZLAR VE DiGER MALZEMELER
Biyogiivenlik Kabini (Thermo)

Calkalayic1 (Cleaver Scientific)

Dikey Elektroforez sistemi (Cleaver Scientific)

Distile su cihazi (Niive)

Elektronik tart1 (Sartorius)

Faz Kontrast Invert Mikroskop (Olympus)

Giic kaynagi (Cleaver Scientific)



Isitmali manyetik karistiric1 (Daihan)
Karbondioksitli Inkiibator (Thermo)
Kemiliiminesans Goriintiileme Sistemi (Bio-rad)
Mikrobiyolojik inkiibatér (Thermo)

Mikroplaka okuyucu (Biotek)

Otomatik pipetler (Eppendorf ve Capp)

pH metre (Inolab)

Santrifiij (Heraeus)

S1vi Azot Tanki (Air Liquide)

Su banyosu (GFL)

Vortex (Velp)

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific)
-80°C Derin Dondurucu (Heraeus)

Balon joje (Isolab)

Beher (Isolab)

Flask 75 cm? (Nest)

Hiicre kaziyici (Biosorfa)

Meziir (Isolab)

Mikroplaka (96 kuyucuklu) (SPL)

Petri Kab1 (90*16 mm) (SPL)

Steril otomatik pipet uglar1 (20, 200 ve 1000 uL )(Isolab)
Steril santrifiyj tiipti (15 ve 50 mL) (Isolab)
Steril serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL) (Isolab)
Steril siringa filtre (Biosorfa)

TEMEL HUCRE KULTURU UYGULAMALARI

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1  Tibbi Biyokimya Anabilim Dali hiicre kiltiirt
laboratuvarinda gergeklestirildi. Deneylerde 11-16. pasajlar arasindaki HepG2 hiicreleri
kullanildi. Hiicreler %1 antibiyotik-antimikotik ve %10 fetal sigir serumu igeren medyum ile
yasatildi. Hiicrelerin besiyeri degisimi 3 giin arayla yapildi. Pasajlama 1:4 oraninda yapildi.
Hiicreler icin gerekli olan ortam kosullari, 37°C sicakliga sahip ve %5 oraninda CO: igeren
inkiibator ile saglandi. Hiicrelere tim uygulamalar biyogiivenlik kabini igerisinde aseptik

kosullarda yapildi.
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HUCRELERE UYGULANAN MADDELER

Hiicrelere oncelikle 1, 2.5, 5 ve 10 mM 3-MA ve 25, 50, 100 ve 250 nM rapamisin 24
saat siiresince HepG2 hiicrelerine uygulanarak hiicre canliligi testi yapildi. Bu deneylerin
sonuglarina gore toksik olmayan konsantrasyonlar olan 1 mM 3-MA ve 50 nM rapamisin
secildi. Akrilamid konsantrasyonu literatiirde HepG2 hiicrelerinde otofajiyi indiikledigi
gosterilen (53) 10 mM olarak segildi. 1 mM 3-MA ve 50 nM rapamisin, 10 mM akrilamid ile
birlikte 24 saat uygulanarak bu maddelerin akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde, hiicre
canliligina, LC3B-II, prokaspaz-3 ve aktif kaspaz-3 diizeylerine etkisi gosterildi. Rapamisin
DMSO’da ¢oziildii ve rapamisin uygulamasi olan tiim deneylerde tiim gruplarin medyumunda

DMSO igerigi %0.2 idi.

HUCRE CANLILIGI TESTI

Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplakalara 10.000 adet hiicre ekildi. Hiicre canliligs,
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir hiicre canlilig1 testi ile gosterildi
(54). Deneysel prosediirler gerceklestirildikten sonra kuyucuklar bosaltildi ve her bir
kuyucuga PBS’de ¢ozlinmiis 5 mg/mL konsantrasyonunda 10 pL MTT ve 100 pL renksiz
medyum konularak CO2’li inkiibatorde 4 saat siireyle inkiibe edildi. Sonrasinda MTT ¢6zeltisi
kuyucuklardan bosaltildi ve olusan formazan 200 uLL. DMSO ve 25 puL. Sorenson tamponu (0.1
M glisin, 0.1 M sodyum kloriir, pH=10.5) ile ¢6ziindii ve olusan renk mikroplaka okuyucuda
spektrofotometrik olarak 570/630 nm’de dl¢iildii (55). Olgiilen absorbanslar kontrol grubunun
ortalamasina boliindii ve elde edilen sonuglar ayn1 plakadaki kontrol grubunun yiizdesi olarak

verildi.

WESTERN BLOT YONTEMI

Western blot yontemi kullanilarak LC3B-Il, prokaspaz-3 ve aktif kaspaz-3 diizeyleri
Olciildii. Deneysel prosediir sonras1 hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandi ve 10 mM Tris
(pH=8), 50 mM EDTA ve %1 SDS igeren 90°C sicakliktaki tampon ile homojenize edildi.
Homojenatlar 2000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Protein diizeyleri Lowry ve ark.’nin (56)
metoduna gore yapildi. 15 ug protein, Laemmli ve ark. (57) metoduna gore hazirlanan %4-
12°1ik jel kullanilarak SDS-PAGE ile ayrildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra
proteinler jelden yari-islak western blot sistemi kullanilarak PVDF membrana aktarildi.
Aktarim sonrast membranlar, %5 yagsiz siit tozu ile bloklandi. Ardindan membranlar primer
antikorlar (LC3II i¢in 1:1000 diliisyon, pro-kaspaz 3, aktif kaspaz 3, aktin i¢in 1:500 diliisyon

ve o-tiibiilin i¢in 1:10000 diliisyon) ile gece boyunca +4 °C’de ve devaminda sekonder
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antikorlar ile (1:10000 diliisyon) oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Protein bandlar
kemiliiminesans substrat kullanilarak goriintiiledi ve band yogunluklari Image-J programi
kullanilarak hesaplandi (58). Her bir proteine ait sonu¢ ayni numunenin ylikleme kontroli
olarak kullanilan a-tiibiilin veya aktin sonucuna oranlandi. Herbir grup i¢in sonuglar ayni
deneydeki ve membrandaki kontrol grubuna oranlanarak kontrol grubunun kati olarak

verildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler SPSS 20 programi (Lisans no: 10240642) kullanilarak
gerceklestirildi. Deney parametrelerinin karsilastirilmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve
gruplar arasi karsilagtirma icin Tukey testi kullanildi. Sonuglar ortalamatstandart sapma

olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

3-Metil adeninin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi Sekil 1°de
goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasit kontrole gore hiicre
canliliklart 1 mM 3-MA uygulanan hiicrelerde %9842, 2.5 mM 3-MA uygulanan hiicrelerde
%89+0, 5 mM 3-MA uygulanan hiicrelerde %79+1, 10mM 3-MA uygulanan hiicrelerde
%70+4 bulundu. 2.5 mM 3-MA uygulamasi hiicre canliligini kontrole ve 1 mM 3-MA
uygulamasina gére anlamli olarak azaltti (her ikisi i¢in p<0.05). 5 mM 3-MA uygulamasi
hiicre canliligini kontrole, 1 ve 2.5 mM 3-MA uygulamalarina gére anlamli olarak azaltti
(tiimi i¢in p<0.05). 10 mM 3-MA uygulamasi hiicre canliligim1 kontrole, 1, 2.5 ve 5 mM 3-
MA uygulamalarina gére anlamli olarak azaltt: (tlimii i¢in p<0.05) (Sekil 1).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastrma icin Tukey testi
kullanildi.

*:Kontrol ile karsilastnldiginda p<0.05.

7:1 mM 3-Metil adenin ile karsilastirildiginda p<0.05.
1:2.5 mM 3-Metil adenin ile karsilastrildiginda p<0.05.
§:5 mM 3-Metil adenin ile karsilastirildiginda p<0.05.

Sekil 1. 3-Metil adeninin hiicre canlihigina etkisi

Rapamisinin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi Sekil 2’de goriilmektedir.
HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi kontrole gore hiicre canliliklar1 25 nM
rapamisin uygulanan hiicrelerde %96+1, 50 nM rapamisin uygulanan hiicrelerde %935, 100
nM rapamisin uygulanan hiicrelerde %81+3, 250 nM rapamisin uygulanan hiicrelerde %79+7
bulundu. 100 ve 250 nM rapamisin uygulamalari hiicre canliligin1 kontrole, 25 ve 50 nM

rapamisin uygulamalarina gore anlamli olarak azaltt1 (tiimii i¢in p<0.05) (Sekil 2).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama + standart sapma olarak ifade edildi (n=3).

Istatistiksel analiz icin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi
kullamldi.

*:Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.

7: 25 nM rapamisin ile karsilastrildiginda p<0.05.

1:50 nM rapamisin ile karsilasarildiginda p<0.05.

Sekil 2. Rapamisinin hiicre canlihgina etkisi

Akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 3-metil adenin ve rapamisinin hiicre
canliligina etkisi Sekil 3’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonrast kontrole gore hiicre canliliklar1 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde %50+6, 10
mM akrilamid+1 mM 3-MA uygulanan hiicrelerde %4643, 10 mM akrilamid+50 nM
rapamisin uygulanan hiicrelerde %33+7 bulundu. 10 mM akrilamid uygulamasi tiim
hiicrelerde hiicre canlilig1 kontrole gore anlamli olarak azaltti (timi i¢in p<0.05). 1 mM 3-
MA uygulamasi, 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde hiicre canlilifini anlamli olarak
degistirmedi (p>0.05). 10 mM akrilamid+50 nM rapamisin uygulanan hiicrelerin canlilig1 10
mM akrilamid ve 10 mM akrilamid+1 mM 3-MA uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak
diisiiktii (her ikisi i¢in p<0.05) (Sekil 3).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama = standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplar aras: karsilastirma icin Tukey testi
kullamldi.
*:Kontrol ile karsilastnildiginda p<0.05.

7: 10 mM akrilamidile karsilastirildiginda p<0.05.
1:10 mM akrilamid + 1 mM 3-metil adenin ile karsilastirildigimda p<0.05.

Sekil 3. Akrilamid uygulanan hiicrelerde 3-metil adenin ve rapamisinin

hiicre canlihi@ina etkisi

Akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 3-metil adenin ve rapamisinin LC3B-1I
diizeyine etkisi Sekil 4’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama
sonrasit LC3B-II diizeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 4.12+0.24 kati,
10 mM akrilamid+1 mM 3-MA uygulanan hiicrelerde 4.09+0.57 kati, 10 mM akrilamid+50
nM rapamisin uygulanan hiicrelerde 3.72+0.89 kat1 olarak bulundu. 10 mM akrilamid
uygulamasi tiim hiicrelerde LC3B-II diizeylerini kontrole gére anlamli olarak arttird: (tiimii
i¢in p<0.05). 1 mM 3-MA veya 50 nM rapamisin uygulamalari, 10 mM akrilamid uygulanan
hiicrelerde LC3B-II diizeylerini anlamli olarak degistirmedi (her ikisi p>0.05) (Sekil 4).
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Sonuclar 3 bagimsiz tekrar icin ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi (n=3).
Istatistiksel analiz icin Tek Yénli Varyans Analizi ve gruplar arasi karsilastirma icin Tukey testi
kullamld.
*: Kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05.
Sekil 4. Akrilamid uygulanan hiicrelerde 3-metil adenin ve rapamisinin

mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3-II diizeylerine etKkisi
LC3B: mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir.

Akrilamid uygulanan HepG?2 hiicrelerinde 3-metil adenin ve rapamisinin prokaspaz-3
ve aktif kaspaz-3 diizeylerine etkisi Sekil 5’de goriilmektedir. HepG2 hiicrelerine 24 saat
siireyle uygulama sonrasi prokaspaz-3 diizeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde
kontroliin 0.734+0.07 kati, 10 mM akrilamid+1 mM 3-MA uygulanan hiicrelerde 0.72+0.09
kati, 10 mM akrilamid+50 nM rapamisin uygulanan hiicrelerde 0.72+0.12 kat1 olarak
bulundu. 10 mM akrilamid uygulamasi tiim hiicrelerde prokaspaz-3 diizeylerini kontrole gore
anlamli olarak azaltt1 (timii i¢in p<0.05). I mM 3-MA veya 50 nM rapamisin uygulamalari,
10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde prokaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak degistirmedi

(her ikisi p>0.05) (Sekil 5B).
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HepG?2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulama sonrasi aktif kaspaz-3 diizeyleri 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelerde kontroliin 16.19+1.57 kati, 10 mM akrilamid+1 mM 3-MA
uygulanan hiicrelerde 10.02+2.10 kati, 10 mM akrilamid+50 nM rapamisin uygulanan
hiicrelerde 6.11+0.06 kati olarak bulundu. 10 mM akrilamid uygulamasi tiim hiicrelerde aktif
kaspaz-3 diizeylerini kontrole gore anlamli olarak arttirdi (tiimii i¢in p<0.05). 1 mM 3-MA
uygulamasi, 10 mM akrilamid uygulanan hiicrelerde aktif kaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak
azaltti (p<0.05). 10 mM akrilamid+50 nM rapamisin uygulanan hiicrelerin aktif kaspaz-3
diizeyleri 10 mM akrilamid ve 10 mM akrilamid+1 mM 3-MA uygulanan hiicrelere goére
anlamli olarak disiiktii (her ikisi p>0.05) (Sekil 5C).

Calismaya ait tiim sonuglar Tablo-1’de verilmistir.

A)
Akrilamid {30 mM) - . . .
3 Metil adenin (1 mM) - : R .
Rapamisin ( 50 nM) : .

|mu.puu-.\nm) l_.) o - -
-

iy > | ———

B) C)
120 l 2000
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. 080 | .E “t
%3 1200 -
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3" i
ag S s00
& oo | 3 11
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0,20 |
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000 | ! : oo I |
Akrilamid (10 mM} - ¢ . . Akrilamid (10 mM) 3 . N R
I Metil adenin (1 mM) - - . . 3.Metil adenin (1 mM) v " . .
Rapamisin ( 50 nM) - - - . Rapamisin | 50 nM) : . . .

A) Western blot gériintileri, B) Prokaspaz-3 diizeyleri ve C) Aktif kaspaz-3 ditzeyleri gésterildi
Senuchar ¥ bagumnz tekrar igin srtalamn £ sandart sapma olarak ifade edildi (w=3).

Estatisaiksel anabiz igin Tek Yonbtl Varyans Analizl ve gruplar aras karplagtirma jein Tukey testl kullambds,

*1 Kourrel e karplagnnidiinds p<0.05,

+:10 WM skrilamidile karplaganidjnds p9 05

2:10 mM shrilamid = 1 mM 3-Metil adenin ile karplagtrddigosds 8035

Sekil 5. Akrilamid uygulanan hiicrelerde 3-metil adenin ve rapamisinin prokaspaz-3 ve
aktif kaspaz-3 diizeylerine etkisi
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Tablo 1. Calismaya ait tiim sonuclar

3-MA’nin hiicre canliligna etkisi (% kontrol)

Kontrol 1mM3-MA | 25 mM 3-MA 5 mM 3-MA 10 mM 3-MA
1. tekrar 100.00 99.34 88.32 77.76 73.73
2. tekrar 100.00 97.72 89.19 79.70 69.47
3. tekrar 100.00 95.47 88.46 78.25 66.27
RAPA’nin hiicre canliligna etkisi (% kontrol)
Kontrol 25nM RAPA | 50 nM RAPA 100 nM RAPA 250 nM RAPA
1. tekrar 100.00 94.74 88.73 81.81 72.68
2. tekrar 100.00 96.32 93.84 78.15 77.96
3. tekrar 100.00 97.17 97.78 83.47 87.34
AA uygulanan hiicrelerde 3-MA ve RAPA’nin hiicre canlilifina etkisi (% kontrol)
Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+1 mM 3-MA | 10 mM AA+50 nM RAPA
1. tekrar 100.00 45.13 45.28 26.27
2. tekrar 100.00 56.97 43.85 40.82
3. tekrar 100.00 47.48 48.72 30.71
AA uygulanan hiicrelerde 3-MA ve RAPA’nin LC3B-II diizeyine etkisi (kontroliin kat1)
Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+1 mM 3-MA | 10 mM AA+50 nM RAPA
1. tekrar 1.00 4.39 3.99 3.34
2. tekrar 1.00 3.93 4.70 4.74
3. tekrar 1.00 4.03 3.58 3.08

AA uygulanan hiicrelerde 3-MA ve RAPA’nin prokaspaz-3 diizeyine etkisi (kontroliin kat1)

Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+1 mM 3-MA | 10 mM AA+50 nM RAPA
1. tekrar 1.00 0.78 0.80 0.83
2. tekrar 1.00 0.75 0.74 0.74
3. tekrar 1.00 0.66 0.62 0.59

AA uygulanan hiicrelerde 3-MA ve RAPA’nin aktif kaspaz-3 diizeyine etkisi (kontroliin kati)

Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+1 mM 3-MA | 10 mM AA+50 nM RAPA
1. tekrar 1.00 15.38 7.67 6.09
2. tekrar 1.00 18.01 10.68 6.17
3. tekrar 1.00 15.20 11.71 6.06

3-MA: 3-Metil adenin; AA: Akrilamid; LC3B: Mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B hafif zincir 3B; RAPA:
Rapamisin.
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TARTISMA

Suda ¢6ziiniir bir vinil monomer olan akrilamid, diinya ¢apinda kimya endiistrisinde
poliakrilamid sentezinde bir ara madde olarak ve arastirma laboratuvarlarinda elektroforez
jellerinin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (59). Akrilamidin karbonhidrat bakimindan
zengin gidalarin yliksek sicaklikta islenmesi sirasinda olustugu da bilinmektedir (19). Gidalar
ile viicuda alinan akrilamid karaciger tarafindan metabolize edilir (24). Yiiksek
konsantrasyonda akrilamid maruziyetinin ndrotoksisite, hepatotoksisite, genotoksisite ve
karsinojenisite gibi ¢esitli toksikolojik aktivitelerle iligkili oldugu bildirilmistir (60).

Otofaji, sitoplazmik organellerin veya sitozolik bilesenlerin lizozomal bozulmasini
iceren sik1 bir sekilde diizenlenmis bir yoldur (38). Otofaji, organizmada hem fizyolojik
stireclerde hem de sitotoksik ajanlar, besin yetersizligi, hipoksi gibi patolojik durumlarda
uyarilabilir (32).

Bu ¢alismanin amaci, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 3-MA ve rapamisinin
hiicre canliligina, LC3B-Il ve aktif kaspaz-3 diizeylerine etkisini arastirmakti. Bu amagla
calismamizda, oncelikle HepG2 hiicrelerine otofaji inhibitorii olarak kullanilacak olan 3-MA
(43) ve otofaji aktivatorii olarak kullanilacak olan (46) rapamisin uygulanarak bu maddelerin
kendi basina uygulandiklarinda toksik olmayan dozlar1 belirlendi ve ardindan bu belirlenen
konsantrasyonlardaki 3-MA ve rapamisin HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle akrilamid ile
birlikte uygulanarak hiicre canliligina, LC3B-Il, prokaspaz-3 ve aktif kaspaz-3 diizeylerine
etkisi aragtirildi.

Literatiirde otofajiyi inhibe etmek i¢in farkli dozlarda 3-MA, otofaji aktive etmek i¢in
ise farkli dozlarda rapamisin kullanilmaktadir (61,62). Calismamizda HepG2 hiicreleri 24 saat
stireyle 1, 2.5, 5 ve 10 mM dozlarda 3-MA ile inkiibe edildi ve 1 mM 3-MA uygulanan
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hiicrelerde hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik olmazken, 2.5 mM ve iizeri 3-MA
konsantrasyonlart hiicre canligint anlamli oranda azaltti. Literatiirde calismamizla benzer
sekilde 5 ve 10 mM 3-MA’nin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigi bildirilmistir
(63,64). Calismamizda HepG2 hiicreleri 24 saat siireyle farkli rapamisin konsantrasyonlari ile
inkiibe edildiginde, 25 ve 50 nM dozlarda rapamisin hiicre canliligini kontrole gére anlamli
oranda degistirmezken 100 nM ve iizeri dozlarda hiicre canlilifinda anlamli oranda azalma
oldu. Literatiirde rapamisinin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligma etkisi ile ilgili farkh
sonuglar yer almaktadir. Hu ve ark. (62) ¢alismamizla uyumlu olarak 100 nM rapamisinin 24
saat siireyle uygulandiginda HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigini bildirmistir. Da
Silva ve ark. (65) HepG2 hiicrelerinde 72 saat siireyle uygulanan rapamisinin 10, 20 ve 30 nM
konsantrasyonlarda hiicre canliligini anlamli olarak degistirmezken, 40 ve 50 nM
konsantrasyonlarda ise hiicre canliligini anlamli olarak azaltigim1 bildirmislerdir. Diger
yandan Rastegar ve ark. (66) ise HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 5 nM
rapamisinin bile hiicre canliligini anlamli oranda azaltigini bildirmislerdir. Hiicre canliligi
testi sonuglarimiza gore HepG2 hiicrelerine toksik olmayan 1 mM 3-MA ve 50 nM rapamisin
secilerek sonraki deneylerde kullanildi.

Calismamizda 10 mM akrilamid HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulandiginda
hiicre canliligin1 kontrole gore anlamli oranda azaltti. Aynt zamanda 10 mM akrilamid
otofajiyi izlemek i¢in en yaygin kullanilan belirteclerden biri olan LC3B-II diizeyini (67) ve
pro-kaspaz-3’tin yarilmasi ile olusan ve apoptozun dnemli bir gostergesi olan aktif kaspaz-3
diizeyini (15) arttird1. Literatiirde de ¢alismamizla uyumlu olarak HepG?2 hiicrelerinde 10 mM
akrilamidin sitotoksik oldugu, otofajiyi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (30,53).

Otofaji inhibitorii olarak 10 mM akrilamid ile birlikte uyguladigimiz 1 mM 3-MA,
HepG2 hiicrelerinde hiicre canlihiginda, LC3B-Il ve prokaspaz-3 diizeylerinde anlamli bir
degisiklige yol a¢mazken, aktif kaspaz-3 diizeylerinde ise azalmaya yol acti. 3-MA
uygulamasi ile elde ettigimiz sonuglar, 1 mM 3-MA’nin 10 mM akrilamid uygulamasi ile
olusan otofajiyi ve hiicre 6liimiinii inhibe etmede yetersiz kaldigin1 gostermekte olup bununla
birlikte apoptozu azaltigin1 gdstermektedir. 10 mM akrilamid ile birlikte uygulanan 50 nM
rapamisin ise HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligmi ve aktif kaspaz-3 diizeylerini anlamh
olarak azaltirken, LC3B-I1l ve prokaspaz-3 diizeylerinde anlamli bir degisiklige yol agmadi.
Rapamisin uygulamasi ile elde ettigimiz sonuglar, 50 nM rapamisinin HepG2 hiicrelerinde tek
basina uygulandiginda toksik olmamasma ragmen, 10 mM akrilamid ile birlikte
uygulandiginda otofajiyi anlamli olarak degistirmemesine ragmen hiicre Sliimiinii arttirken

apoptozu azalttigin1 gostermektedir. Rapamisin esas olarak mTOR inhibisyonu {izerinden etki
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gostermektedir. Al-Hajm ve ark. (53) yaptigi calismada 10 mM akrilamidin, mTOR
fosforilasyonunu inhibe ettigini bildirmiglerdir. Rapamisinin, akrilamid ile birlikte
uygulandiginda hiicre oliimiinii arttirmasi, akrilamide bagli 6liimde mTOR inhibisyonunun
roliiniin olabilecegini gostermektedir. Literatiirde Deng ve ark (68), U87-MG glioblastoma
hiicrelerinde akrilamidin LC3B-II diizeylerinde ve otofagozom olusumunda artisa yol
acmasina ragmen otofajik akisi bloklayarak koruyucu otofajiyi inhibe ettigini bildirmistir.
Aym zamanda Al-Hajm ve ark. (53), akrilamid toksisitesinde N-asetil sisteinin hiicre
canliligimi ve ubikitin-proteazom sistemi iizerine koruyucu etkisi olmasina ragmen otofajiyi
degistirmedigini bildirmistir. Calismamizda Hem 3-MA’nin hem de rapamisinin 10 mM
akrilamide gore LC3B-Il diizeylerini degistirmemis olmasi literatiirii destekler nitelikte olup,
akrilamidin LC3B-II doniisiimiinii ve otofajiyi arttirmasina ragmen bu hiicresel savunma
yolaginin belirli bir asamadan sonra ilerleyemiyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayni
zamanda akrilamid uygulamasi sonrasi rapamisinin 24 saat sonunda sag kalan hiicrelerde
otofajiyi degistirmemesine ragmen apoptozu azaltmasi da, otofajideki esas diizenleyici olan
mTOR yolaginin inhibitorii olan rapamisinin akrilamid uygulanan hiicrelerdeki hiicre
Olimiinii arttirma yolunun apoptoza kiyasla daha cok otofajik hiicre Oliimii {izerinden
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak ¢alismamiz, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 1 mM 3-MA’nin
hiicre canliliginda ve LC3B-II diizeylerinde anlamli bir degisiklige yol agmazken, aktif
kaspaz-3 diizeylerinde azalmaya yol a¢tigini; 50 nM rapamisinin ise hiicre canliligini ve aktif
kaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak azaltirken, LC3B-II diizeylerinde anlaml bir degisiklige
yol agmadigini gosterdi.

Calismamiz sonucunda goriilen HepG2 hiicrelerinde akrilamid uygulamasina baglh
olarak artan otofajinin, otofaji inhibitorii 3-MA veya otofaji aktivatorii rapamisin ile
degismemesi ve rapamisinin hiicre Oliimiinii artirirken apoptozu azaltmasi, literatiirdeki
caligmalar ile birlikte degerlendirildiginde akrilamid toksisitesinde artan otofajinin akrilamid
toksisitesinden kurtaric1 olarak isleyen bir hiicre korunma mekanizmasi olmak yerine, geri
dontisiimsiiz, saglikli ilerlemeyen ve otofajik hiicre 6liimii ile iliskili olabilecek bir durum

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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SONUCLAR

Bu ¢alismanin amaci, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 3-MA ve rapamisinin

hiicre canliligina, LC3B-II ve aktif kaspaz-3 diizeylerine etkisini aragtirmakti. Hiicre canliligt

Olgtimleri MTT testi ile; LC3B-II, aktif kaspaz-3 ve aktif kaspaz-3 diizeyleri western blot

yontemi ile ol¢iildii. HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulandiginda:

1.
2.

10.

1 mM 3-MA hiicre canliligini kontrole gére anlamli olarak degistirmedi.

2.5 mM 3-MA hiicre canliligini kontrol ve 1 mM 3-MA uygulanan hiicrelere
gore anlamli olarak azaltti.

5 mM 3-MA hiicre canliligin1 kontrole, 1 mM ve 2.5 mM 3-MA uygulanan
hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

10 mM 3-MA hiicre canliligin1 kontrole, 1 mM, 2.5 mM ve 5 mM 3-MA
uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

25 nM rapamisin hiicre canliligini kontrole gére anlamli olarak degistirmedi.
50 nM rapamisin hiicre canliligini kontrole gore anlamli olarak degistirmedi.
100 nM rapamisin hiicre canliligini, kontrole, 25 nM ve 50 nM rapamisin
uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltt1.

250 nM rapamisin hiicre canliligini, kontrole, 25 nM ve 50 nM rapamisin
uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

10 mM akrilamid hiicre canliligini kontrole gére anlamli olarak azaltti.

10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA hiicre canliligin1 kontrole goére

anlamli olarak azaltti.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

10 mM akrilamid ile birlikte 50 nM rapamisin hiicre canliligin1 kontrole, 10
mM akrilamid ve 10mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA uygulanan
hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

10 mM akrilamid LC3B-II diizeylerini kontrole gére anlamli olarak arttirdi.

10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA LC3B-II diizeylerini kontrole goére
anlamli olarak arttirdi.

10 mM akrilamid ile birlikte 50 nM rapamisin LC3B-II diizeylerini kontrole
gore anlamli olarak arttirdi.

10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA LC3B-II diizeylerini 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak degistirmedi.

10 mM akrilamid ile birlikte 50 nM rapamisin LC3B-II diizeylerini 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak degistirmedi.

10 mM akrilamid prokaspaz-3 diizeylerini kontrole gore anlamli olarak azaltt1.
10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA prokaspaz-3 diizeylerini kontrole
gore anlamli olarak azaltt1.

10 mM akrilamid ile birlikte 50 nM rapamisin prokaspaz-3 diizeylerini
kontrole gore anlamli olarak azaltt1.

10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA, prokaspaz-3 diizeylerini 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak degistirmedi.

10 mM akrilamid ile birlikte 50 nM rapamisin prokaspaz-3 diizeylerini 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak degistirmedi.

10 mM akrilamid aktif kaspaz-3 diizeylerini kontrole gore anlamli olarak
arttirdu.

10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA aktif kaspaz-3 diizeylerini kontrole
gore anlamli olarak arttirdi.

10 mM akrilamid ile birlikte 50 nM rapamisin aktif kaspaz-3 diizeylerini
kontrole gére anlamli olarak arttirdu.

10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA, aktif kaspaz-3 diizeylerini 10 mM
akrilamid uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltti.

10 mM akrilamid ile birlikte uygulanan 50 nM rapamisin prokaspaz-3
diizeylerini 10 mM akrilamid ve 10 mM akrilamid ile birlikte 1 mM 3-MA

uygulanan hiicrelere gore anlamli azaltt1.

Sonug olarak ¢alismamiz, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 1 mM 3-MA’nin

hiicre canliliginda ve LC3B-II diizeylerinde anlamli bir degisiklige yol agmazken, aktif
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kaspaz-3 diizeylerinde ise azalmaya yol agtigini; 50 nM rapamisinin ise hiicre canliligini ve
aktif kaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak azaltirken, LC3B-II diizeylerinde anlamli bir

degisiklige yol agmadigini gosterdi.
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OZET

Bu ¢alismanin amaci, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 3-metil adenin ve
rapamisinin hiicre canliligina, mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3-11 ve aktif
kaspaz-3 diizeylerine etkisini aragtirmaktir.

HepG2 hiicrelerine tek basina uygulanan akrilamid, 3-metil adenin, rapamisin ve
akrilamid ile birlikte uygulanan 3-metil adenin ve rapamisinin; hiicre canliligina etkisi 3-(4,5-
dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir testi ile, mikrotiibiil-iligkili protein
1A/1B-hafif zincir 3-1l, prokaspaz-3 ve aktif kaspaz-3 protein diizeyleri western blot
yontemiyle 6l¢iildii.

HepG2 hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanan 2.5 mM, 5 mM ve 10 mM 3-metil
adenin ve 100 nM ve 250 nM rapamisin hiicre canliligmni anlamli olarak azaltti. 10 mM
akrilamid ve 10 mM akrilamid ile birlikte uygulanan 1 mM 3-metil adenin ve 50 nM
rapamisin hiicre canliligin1 anlaml olarak azaltti. 10 mM akrilamid ile birlikte uygulanan 50
nM rapamisin hiicre canliligini 10 mM akrilamid ve 10 mM akrilamid ile birlikte 3-metil
adenin uygulanan hiicrelere gore anlamli olarak azaltti. 10 mM akrilamid mikrotiibiil-iliskili
protein 1A/1B-hafif zincir 3-11 ve aktif kaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak arttirirken
prokaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak azaltti. 1 mM 3-metil adenin ve 50 nM rapamisin 10
mM akrilamid uygulanan hiicrelerde mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3-11 ve
prokaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak degistirmezken aktif kaspaz-3 diizeylerini anlami
olarak azaltti.

Sonug olarak ¢alismamiz, akrilamid uygulanan HepG2 hiicrelerinde 1 mM 3-metil
adeninin hiicre canliliginda ve mikrotiibiil-iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3-1I diizeylerinde

anlamli bir degisiklige yol agmazken, aktif kaspaz-3 diizeylerinde ise azalmaya yol agtigini;
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50 nM rapamisinin ise hiicre canliligini ve aktif kaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak
azaltirken, mikrotiibiil-iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3-1I diizeylerinde anlamli bir
degisiklige yol agmadigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, HepG2, otofaji, apoptoz
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THE EFFECT OF AUTOPHAGY ON CELL DEATH IN ACRYLAMIDE
TOXICITY IN HEPG2 CELLS

SUMMARY

This study aims to investigate the effect of 3-methyl adenine and rapamycin on cell
death, microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3-Il, and active caspase-3 protein
levels in acrylamide toxicity in acrylamide-treated HepG2 cells.

The effects of 3-methyl adenine and rapamycin alone or together with acrylamide on
cell viability were measured by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide test, and microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3-11, active caspase-3 and
procaspase -3 protein levels were measured by western blot method.

2.5 mM, 5 mM, and 10 mM 3-methyl adenine and 100 nM and 250 nM rapamycin
applied to HepG2 cells for 24 hours significantly reduced cell viability. 1 mM 3-methyl
adenine and 50 nM rapamycin co-administered with 10 mM acrylamide and 10 mM
acrylamide significantly reduced cell viability. 50 nM rapamycin co-administered with 10
mM acrylamide significantly decreased cell viability compared to cells treated with 10 mM
acrylamide and 10 mM acrylamide with 3-methyl adenine. 10 mM acrylamide significantly
increased the levels of microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3-11 and active
caspase-3, while it significantly decreased the levels of procaspase-3. While 1 mM 3-methyl
adenine and 50 nM rapamycin did not significantly change the levels of microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3-11 and procaspase-3 in cells treated with 10 mM

acrylamide, it significantly decreased the levels of active caspase-3.
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Our study showed that while 1 mM 3-methyl adenine did not cause a significant
change in cell viability and microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3-11 levels in
acrylamide-treated HepG2 cells, it caused a decrease in active caspase-3 levels; 50 nM
rapamycin significantly decreased cell viability and active caspase-3 levels, while it did not
cause a significant change in microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3-11 levels.

Keywords: Acrylamide, HepG2, autophagy, apoptosis
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